Dynamic Analysis of Protein’s Conformational Transition by the Single Molecular Manipulation of Magnetic Tweezers by 袁国华
  
 
 
学校编码：10384                                  分类号    密级        
学号：19820131153003                                        UDC     
 
 
 
 
 
 
 
 
硕  士  学  位  论  文 
   
 
基于磁镊单分子操纵技术的蛋白质构
象转变动力学研究 
Dynamic Analysis of Protein’s Conformational 
Transition by the Single Molecular Manipulation of 
Magnetic Tweezers 
 
袁国华 
 
指导教师姓名：陈虎教授 
专  业 名 称：电子与通信工程 
论文提交日期：2016年   月 
论文答辩时间：2016年   月 
学位授予日期：2016年   月 
 
答辩委员会主席：   
评阅人：   
2016年  月 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
 
 
厦门大学学位论文原创性声明 
 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成果。
本人在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均在文
中以适当方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学术活
动规范（试行）》。 
另外，该学位论文为（                            ）课题
（组）的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实
验室的资助，在（               ）实验室完成。（请在以上括号
内填写课题或课题组负责人或实验室名称，未有此项声明内容的，可
以不作特别声明。） 
 
声明人（签名）： 
                           年   月   日 
 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
 
 
厦门大学学位论文著作权使用声明 
 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办法》
等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交学位
论文（包括纸质版和电子版），允许学位论文进入厦门大学图书馆及
其数据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入全国博士、
硕士学位论文共建单位数据库进行检索，将学位论文的标题和摘要汇
编出版，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学位论文。 
本学位论文属于： 
（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 
（     ）2.不保密，适用上述授权。 
（请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文
应是已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密
委员会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认
为公开学位论文，均适用上述授权。） 
 
 
                             声明人（签名）： 
年   月   日
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 i 
 
摘要 
磁镊技术可以在单分子的尺度上对生物大分子进行长时间的稳定力学拉伸
实验，因此对于研究蛋白质的构象转变动力学问题提供了最为直接有效的方法和
手段。本课题选用肌联蛋白作为单分子实验的目标蛋白。肌联蛋白是一种典型的
力学性蛋白。它连接肌小节的两端，在肌肉的被动弹性及肌肉收缩中扮演极其重
要的角色。之前关于肌联蛋白的单分子力学研究主要是基于 AFM 单分子力谱。
然而，由于 AFM 设备本身在稳定性方面的限制，其之前研究的力学范围多集中
于 100pN 以上。因此，肌联蛋白在 0-100pN 区间的动力学数据至今仍是一片空
白，而这个空白的区间正是生理学上的力的作用范围。为了得到肌联蛋白在人们
最关心的生理力的条件下的力学反应数据，我们基于自主搭建的超稳定磁镊对肌
联蛋白在 0-100pN 的区间进行了动力学拉伸实验并首次观测到了肌联蛋白折叠
去折叠的平衡态位置。更为重要的是，我们发现一个十分反常的现象，在 0-22pN
这个小力的区间内，肌联蛋白去折叠速率随着力的增大而减小，换言之，肌联蛋
白随着力增大而变得更加稳定。这个结果与我们宏观下的直觉以及之前 AFM 力
谱在大力下的测量结果是相反的。为此，我们发展了基于转变态弹性的蛋白质去
折叠理论模型，并成功解释了这一现象。在以上的研究过程中，我所完善的使用
磁镊来研究蛋白质构象转变的方法以及最后提出的考虑转变态弹性的蛋白质去
折叠理论都将对整个蛋白质动力学的研究产生很大的指导作用。 
为了使本论文既能起到总结自己研究生期间的工作成果，又可以对以后的科
学研究者起到切实的查阅指导作用，本文将有一定篇幅讨论一些看似基础但是非
常重要的原理知识。 
 
关键词：磁镊；肌联蛋白；转变动力学 
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Abstract 
Magnetic tweezers are capable of implementing long time and very stable 
mechanical stretching experiments on macromolecules from single-molecule level. In 
this project, we are going to select Titin as the objective protein. Titin, the giant muscle 
protein, connects the two ends of sarcomere and plays an important role in the 
contraction and passive elasticity of muscles. It is a critical mechanics-related protein. 
The previous single molecular researches of Titin were mainly accomplished by AFM, 
which, however, can only research under the big force scale, >100 pN. There is a gap 
of the force region in 0-100 pN. But this blank area is pretty significant because it is 
actually the force region of psychology. In order to fill this gap, we utilize our ultra-
stable magnetic tweezers to finish the experiments from 0-100 pN and successfully 
obtained all the dynamic data. The first time we detected the equilibrium state of titin’s 
immunoglobulin domains, under which the folding and unfolding rate is equal. In 
addition, we found a very distinctive phenomenon that under some small force region, 
the unfolding rate of titin immunoglobulin domain is decreasing with force improving. 
This result is opposite to our intuitive expect and the results of previous AFM 
experiments under bigger force. Therefore, we built a theoretical model of protein’s 
unfolding kinetics based on the elastics of transition state and successfully explained 
this behavior. I believe that the technologies we have perfected and the protein 
unfolding theory considering the elasticity of transition state which we have developed 
in previous research will have significant effect on future research. 
For not only reach the goal of summarizing my research achievements during 
Master’s period, but also hold some significance of guiding those subsequent researcher, 
especially an initiate, I will spend some length of this thesis to introduce some basic 
theories and equipment, which may seems very simple but actually very critical for 
designing successful experiments. 
Key Words: Magnetic tweezers; Titin; Transition kinetics         
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第一章 绪论 
1.1 单分子技术概述 
长久以来，人类对于生物体系的研究一直集中在对于大量生物分子集合的 
研究，如生物组织，细胞，染色体等。生命科学研究的发展过程从某种意义上来
讲就是一个不断对生命体系研究对象进行放大的过程。现如今，绝大部分的生物
热点都已经集中在对导致一切生命现象发生的最基础的单元--生物大分子上。 
然而，传统的实验手段依然无法逃离只能对分子集合进行研究的本质。如最
开始对于蛋白质折叠去折叠的研究多数采用化学方法，即通过添加变性剂以及改
变温度来使蛋白质变性，然后通过圆二色谱或者荧光光谱等对具有较高蛋白浓度
的溶液进行分析来判断蛋白结构的变化[1]。另外的一些测试手段如核磁共振，X
射线衍射，动态光散射法等同样因为本身敏感度很低，需要搜集的大量分子的集
合信号。这种以分子集合为对象的实验方法所得到的结果永远是一个经过系综平
均后的结果，这种统计数据能够反映一定程度的平均特征，但是分子之间的相互
作用会使实验结论对于单个分子并不是绝对准确。而且一些生理学上很重要的突
变过程或者转变中间态可能都是小概率才能发生的，这样的现象以分子团体为目
标的实验手段就无法观测到。因此如果能够在单分子层面上直接对但单个生物大
分子进行研究将使人类对于自然认知的尺幅大大提升。计算机技术的发展可以让
科学家们通过分子动力学模拟的方法对单个分子添加模拟势场来分析计算单个
生物大分子的构象转变过程[2]，但是受计算机技术本身计算能力的限制（机时），
计算机模拟大部分都是纳秒或毫秒量级，对于更长时间尺度的研究则捉襟见肘。
所以很多计算机模拟依靠添加很大的力或者其他方法来减少计算过程所需的时
间，然而这样就使模拟的条件与现实相差甚远。除此之外，模拟的结果也需要实
验的验证。所以，对于单分子实验技术的发展是几代科学家所希望做到的。 
在量子力学刚刚建立的时候，理查德·费曼就提出过希望在分子乃至原子尺
度直接对世界进行观测。直到近二十年，单分子技术迅速发展，很多创新性的生
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物物理研究方法都实现了对单个分子的操作或者观察。这些方法使人们避免了系
综平均，得以观察到很多以前观测不到的数据，同时很高时间分辨率的实时观测
也让小概率事件的捕捉成为现实。这些方法已经广泛应用于蛋白质折叠去折叠，
DNA 或 RNA 的转录复制以及酶的化学催化机理研究等方面。本节将概括性介绍
一下目前应用比较多的单分子研究技术，其中主要可分为两大类，一种是单分子
操纵，如磁镊、光镊、AFM 等，另外一种是单分子观测，如荧光、核磁共振、纳
米孔等。磁镊是本论文主要应用的方法，将着重进行讨论。 
1.1.1 磁镊(Magnetic tweezers) 
1.1.1.1 磁镊的构造原理 
磁镊技术是单分子操纵技术中设置最为直接同时也最为稳定的一种。如图
1.1 所示为一个纵向磁镊（从上打光）的构造示意图。中心是一个可以流通液体
的样品室。这个样品室由上下两块玻璃或其他材质隔板，中间夹上一个中部挖空
的薄膜所构成。在上方玻璃上面挖出两个小孔，使用微管连接到微量注射泵可以
方便的更换样品室内的样品同时精确的控制样液体流速。这种封闭的样品室同时
使实验区域完全封闭，从而减少长时间测量中样品挥发等问题。样品室的下面板 
 
 
图 1.1 磁镊的构造原理示意图[3] 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 绪论 
3 
 
通过特定的化学修饰，可以在上面连接同样经过特异性化学修饰的样品。对于生
物样品，可以使用基因克隆的方法在生物大分子的两端构造特异性连接位点，然
后一端连接在固定的玻璃表面上，另外一端与一个超顺磁性小球连接。当超顺磁
性小球处于外磁场中的时候会被磁化，受到外界的磁力，从而给生物分子施加一
个力。在玻璃表面还有另外一个没有磁性的高分子微球，这个小球完全固定在玻
璃表面上，不受外磁场的影响。通过探测磁性微球与参考球的位置差所得的相对
位置值来代替绝对位置，可以滤掉长时间测量所带来的机械漂移热漂移等。样品
室放置于一个倒置显微镜的样品台上，通过物镜可以观察到小球，然后物镜所搜
集的光经过反射到达相机，从而实时捕捉到小球的图像。物镜是安装在一个由压
电陶瓷控制的底座上，在实验开始之前，通过压电陶瓷的运动扫描出小球在不同
焦平面下所成的像，然后在实验测量中通过小球当前图像与原来扫描的图像数据
库进行对比即可获得小球在不同时刻的位置，同时也得到相对初始位置运动的距
离[4]。由于磁镊使通过磁力来施加力，当磁铁位置不动的时候，力几乎可以认为
是绝对的恒定。另外磁镊的消除漂移的设计以及封闭的样品室都使其非常稳定，
所以磁镊在长时间的恒力测量中具有独特的优势。 
1.1.1.2 磁镊的力的计算 
在磁镊中，生物大分子所受到力的本质是磁力，是一个超顺磁性小球在一对
永磁体或者电磁铁的外磁场作用下所受到的力。力的大小正比于外磁场梯度的大
小。磁球在外磁场?⃗⃗? 中诱导所产生的磁矩为： 
?⃗⃗⃗? =
4𝜋𝑟3
𝜇0
(
𝜇𝑟−1
𝜇𝑟−2
) ?⃗⃗?                     （式 1.1） 
其中𝜇0为自由空间磁导率，𝜇𝑟为磁球的相对磁导率，r 为磁球的半径。磁球
的诱导磁矩与外磁场相互作用，产生势能U = 1 2⁄ ?⃗⃗⃗? ∙ ?⃗⃗?
 , 作用在磁球上的力𝐅 由
势能的梯度所决定，即： 
   𝐅 =
1
2
?⃗⃗? (?⃗⃗⃗? ∙ ?⃗⃗? ) =
2𝜋𝑟3
𝜇0
(
𝜇𝑟−1
𝜇𝑟−2
) ?⃗⃗? (𝐵2)            （式 1.2） 
在外磁场 B 的大小未超过材料本身的磁饱和值的时候上式成立，当高过饱
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和值，诱导磁矩就不在依赖于外磁场，这时公式要进行适当调整[3]。目前各种大
小的磁球，直径从纳米级别到微米级别，都可以从生物类公司购买。然而磁镊是
通过光学显微镜来判定磁球的位置，因此小球的大小至少要有几百个纳米（在光
学分辨极限以上）。目前商业上可以购买的磁球基本是由一个布满纳米或微米空
洞的高分子小球扩散进去很多亚微米级别的铁氧体颗粒所组成的[5]。因此小球在
相同磁场梯度下所受到的力的大小随小球尺寸的变大而变大，主要取决于磁球中
铁氧体的总含量。另外，使用的磁球直径越小，磁球与玻璃表面可能的非特异性
相互作用就越小，然而小球所能施加的最大磁力会随着小球体积减小而减小。我
们想要使小球与玻璃表面的非特异相互作用几乎为零，同时获得尽可能大的磁力，
因此最理想的磁球大小要根据实验上的实际需要来确定。 
在实验中，我们可以通过对已连接一个高分子链如 DNA 或蛋白质的磁球的
布朗运动轨迹来计算作用在分子上的纵向拉力。如图 1.2 所示，小球连在一个链
的一头，然后链的另外一头连接在一个固定玻璃表面上，在理想情况下，小球与
表面没有其他相互作用，小球只收到一个向上的拉力，因此这个模型可以认为是
一个理想的单摆模型，如式 1.3。另外由垂直于纵向拉力的横向扰动〈𝛿𝑦
2〉我们可
以通过能量均分定理得到单摆的比例系数与力的关系[6]，如式 1.4。则： 
𝐹𝑠𝑖𝑛𝛿𝛼= 𝐹
𝛿𝑦
𝐿
= 𝑘𝛿𝑦                   （式 1.3） 
1
2
𝑘𝛿𝑦
2 =
1
2
𝑘𝐵𝑇                        （式 1.4） 
其中式 1.3 来自单摆模型的回复力公式，F 为所受拉力，𝛿𝛼为链与竖直方向
的夹角，𝛿𝑦为横向扰动，L 为链的长度，k 为比例系数。式 1.4 来自能量均分定
理，𝑘𝐵为玻尔兹曼常数，T 为绝对温度。由式 1.3 和式 1.4 联立可得纵向拉力为： 
F =
𝑘𝐵𝑇𝐿
𝛿𝑦
2                          （式 1.5） 
式 1.5 中，𝛿𝑦和𝐿是可以通过分析小球图像所测量到的实验值，𝑘𝐵和 T 是已
知常数，则可以实时地求得作用在生物大分子上的力的大小，同时可以调节磁铁
与磁球间的距离来控制力的大小。这是磁镊传统的计算力的方式。这个公式适用
于任何一种高分子链通过一个可以自由旋转的铰链连接在玻璃表面上。无论该高
分子链本身是刚体还是自由行走的柔性链，只要与玻璃表面无相互作用即可[7]。 
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图 1.2 磁球在拉力作用下扰动的示意图 
 
1.1.1.3 磁球的位置信息获取 
对于单分子操纵，我们希望像一个宏观的拉力测试机一样能够实时地探测到
分子上所受到的力以及分子的长度信息。这些信息在磁镊中都需要通过对微米级
磁球在三维空间的位置进行观测分析得到。Croquette 和他的合作者最早发展了
一种可以实时探测微球三维位置的方法[4]，现在依然受到广泛应用。如图 1.3 所
示，在一个从上打光的磁镊设置中，微球在平行光照明下受到的由上而下的照明
光与小球散射的光发生干涉使小球的图像周围产生很多环状的干涉条纹。通过探
测环状条纹的中心位置可以得到小球在（x,y）平面上的坐标，分辨率在 2nm 左
右。同时，这些环状条纹的形状则代表了小球在光源方向即 z 轴方向的位置信息。
如图 1.3c，当小球在距离焦平面不同的位置的时候所产生的环状花纹的明暗及大
小分布也不一样。环状纹大小的变化与 z 轴的位置变化大概是线性的关系。在
1.1.1.1 中已经提到在物镜的下方安装有一个可以在 z 轴方向上下运动的压电陶
瓷，通过实验开始前使压电陶瓷在一个行程区间扫描运动，可以事先记录下小球
在不同位置的环状纹图像信息，随后在实验中通过把实时探测的图像与之前记录
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的图像库进行对比，相关度最高的就是当前的 z 轴位置。用这种方法实时测到的
z 轴位置信息，精度也可以达到 2nm 左右。 
 
 
图 1.3 微米磁球的三维图像追踪[8] 
 
1.1.1.4 磁镊的类别总结 
从光源的方向上磁镊可以分为从上打光和从下打光。从上打光干涉条纹成像
质量较好，可测量十几微米的长度，但是一对永磁体的中间要留出一定空隙来使
光通过，因此会使磁铁的力不能达到最大。从下打光的优点就是磁铁之间不用留
空隙，所以磁力可以达到很大，但是因为捕捉的是小球反射的光，当小球离聚焦
面较远即所连分子较长，超过 1 微米时，则成像质量较差，误差较大，对于直径
3 微米的球，距离表面 2 微米左右便超出测量范围。从测量的方式上又可以分为
施加拉力和施加转矩。如图 1.4a 所示是一个传统磁镊的测量，一对永磁体位于
超顺磁性小球上方提供一个向上的拉力。当我们转动磁铁的时候，鉴于磁球本身
并不是完美的各项同性，由于磁纳米颗粒的磁晶各异性即分布不均匀等因素具有
一定的磁各向异性[9]，磁球会跟着转动，从而施加在分子上一个转矩。图 1.4a 中
对 DNA 施加一个转矩，当转动的圈数到达一直临界值以后，DNA 会从直的双螺
旋结构转变为超螺旋结构，就像一根电话线受到一定的扭转以后会自己缠绕起来。
在磁镊中我们便可以观察到 DNA 长度的变短。生物大分子在细胞内执行生命功
能的过程不仅受到拉力也受到转矩的作用，如 DNA 超螺旋的结构的转变在体内
真实存在。这样我们就可以依托这些技术在体外对这些生命过程进行实验分析，
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因此发展测量转动的磁镊能够帮助我们从更多的角度认识构象转变。按照图 1.4a
即传统磁镊的设计，我们只能从磁铁转动的圈数上对分子上所收到的转矩做一个
半定量的分析（无法获得分子本身的转矩大小）。荷兰代尔夫特理工大学的 Nynke 
Dekker 课题组，在磁镊的构造开发上做了很多开创性的研究。如图 1.4b 所示的
自由转动磁镊，使用一个轴向充磁的环状磁铁代替了传统磁镊所使用的的一对
N/S 端朝下的磁铁。这时候磁铁所提供给磁球的外磁场不在是沿水平方向的，而
变成了沿竖直方向。磁场线由下而上，越往上越密集，也就是磁场梯度依然存在，
磁球仍然受到向上的力，然而不同的是由于磁场线沿竖直方向，磁球在水平方向
便不再受外来磁矩限制，可以随机自由转动。因为小球下方生物大分子的连接位
点几乎不可能是再严格的正下方，我们在显微镜中可以看到小球以某一个点为圆
心，在一个环状区域内自由转动。这个转动对应的正是下方所连生物大分子自身
的转到[10]。自由转动磁镊可以观察生物大分子的转动却不能添加外加转矩。图
1.4c 是新型转动磁镊。在自由转动磁镊的环状磁铁外部加一个很小的磁铁，这样
磁球受到一个来自外界的磁矩，然而这个磁矩本身很小，并不会把磁球的转动完
全限制。转动磁铁，磁球一起转动但并不是完全同步，转动的角度之间会有一个
差值，这个差值就是来自下方所连生物大分子自身的转矩[11]。在磁球上有一个直
径较小的标记小球，通过探测标记小球可以准确的得到磁球在角度上的扰动，并
以此计算磁球所受磁矩即扭转刚度大小。另外从磁铁的选择上可以分为永磁体和
电磁铁，或者两者的组合。 
 
 
图 1.4 磁镊的种类[10][11] [12] 
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